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原発性非小細胞肺癌に おける p53蛋白発現お よび
腫瘍 増殖 能 に 関す る 研 究
金沢大学医学部外科学第 一 講座 (主 任: 渡辺洋字教授)
家 接 健
原発性非小細胞肺癌193症例に お い て p53蛋白 の 発現を モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 (D O-7)を 用 い て 検出 し, ま た腫瘍 の 増殖能
を反映する増穂細胞核抗原(Pr Olifer ating c elIn u cle ar a ntige n. P C NA ) を同様に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 (P C lO) を 剛 ､て 標識率を
算出L , 臨床的背景因子 との 相関に つ い て 検討L た･ P53蛋白発現陽性は193例中97例(50 %)に 認め た . P C N A標識率 ほ193例
中 ▲ 176例で 測定可能で あり , 全体で 38･4 ±24･7 %(平均値 ±標準偏差) で あ っ た . p53蛋白発現陽性例 で は , P C N A標識率が
47･1±25･2 % と陰性例の 29･3 ±20･7 %に 比 べ 有意 に 高か っ た (p<0･005). p53蛋白発現陽性率ほ , 男性 (54. %). N ト 3症例
(63･2堀L M l例 (69･6 %) で , そ れ ぞ れ 女性 (37･0 %), NO(43･2%) ∴M O(47･7 %) に 比 較 し 有意 に 高 か っ た (p<0 肪 p<0.01,
p<0･05)･ 病期 別で は , p53蛋 白発現陽性率が l 期 41･0 %, Ⅱ期 52.6 %, Ⅲ A 期 53.5乳, Ⅲ B 期 87.5 %, Ⅳ 期 69.6 % であ
り ･ ほ ぼ病期 の 進行と と もiこ発現率が高 く な っ た . ま た . T 因 子 別 で ほ , p53蛋 白発現陽性率 が T l: 43.8 %, T 2: 50.5%,
T 3:48･0 %
･
T 4: 91･0 % で あ り , ほ ぼ T 因子 の 進行 と と も に 陽性率 が 高く な っ た . P C N A標識率 ほ , 扁 平上 皮癌 で
43･4 士26･1 % と腺癌 33･0 ±22･0 % に 比べ 有意 に 高 か っ た (p<0･05). 病 期別 で は , P C N A標識率が Ⅰ 期 32.7土20.1 %, Ⅱ 期
49･8土32･2 %J Ⅲ A期 36･l ±2 3･6 %, Ⅲ B 期 53･9±21･3 %. Ⅳ期 53･6 ±29■4 %で あり , ほ ぼ病期 の 進行 と と も に 標識率 が高く
な っ た ･ N 困 子 で は , P C N A標識率が N O:34･6 ±22･7 附こ対 L Nl～ 3:45.2±26.8% と有意に 高か っ た (p<0,05). M 国子 で
は , P C N A標識率が MO‥36･4±23･5 %に 対 L M l:53･6 ±29･4 %と有意に 高か っ た (p<0.001). も っ と も治療予後良好 な Ⅰ期
92例に つ い て の 検討 では , P53蛋白発現陽性例の P C N A標識率は 38.7 土23.0 %と陰性例 の 標識率 28 A ±16.9 %に 比 べ 有意に
高か っ た (p<0･05)･ さ らiこ, Ⅰ 期症例 の う ち腺病 で ほ t P C N A標識率 は p53蛋白発現陽性例 (43.9±21.3 %) が 陰性例
(26･5士1 4･2 % ) よ り有意 に 高か っ た (p<0･01)･ ま た , I 期症例に お い て , 術 前の 癌 胎児性抗原 (c ar cin o embryo nic a ntige n,
C E A) 値の 高い 症 例 (> 5ng/ml)は P C N A標識率が 38.1 士9.2 % で あり C E A値が正 常 の 症例(≦5ng/ml)の 26.7 ±18.7 %に
比べ 有意 に 高か っ た (p<0･05)･ 次に 転移 リ ン パ 節20例の 検討で は , 19例で 原発巣と転移巣の p53蛋白発現の 有無 が 一 致 した .
P C N A標識率は , 原発巣が 38･4士23･8 %に 対 し転移巣で は 54.0 土25て%で あ り , 有意 に 高か っ た (p<0.05). 生存率 と の 相関
を み る と , P53蛋白発現陽性例は陰性例に 比べ 有意 に 予後不良で あり (p<0.01), 組織 型別 で ほ 腺病に お い て p53蛋白発現陽性
例が有意 に 予後不良であ っ た (P< 0･05), ま た , P C N A標識率40 タほ 満を低値群, P C N A標識率40% 以上 を 高値群 と し た場合
の 生存率 の 検討 で ほ , P C N A標識率高値群ほ , 低値 群に 比 べ 有意 に 予後不良であ っ た (p<0,0 5). こ れ を 組織型別 に み る と , 扁
平上皮痛 に お い て P C NA 標識率高値群が低値群 に 比べ 有意 に 予後不良であ っ た (p<0.005). 1期に お い て も P C N A標識率高
値群 が低値群 に 比べ 有意に 予後不良であ り(p<0･05), さ らに 核 D N A量を 測定 し核 D N A二 倍体群お よ び D N A異数倍体群を
それ ぞれ P C N A標識率低値群, 高値群に 純分 した結A , D N A異数倍体群に お い て P CNA 標識率高値群が低値群 よ り予 後不
良の 傾向を認め た (p = 0･08)･ 以上 の 結果か ら, 原発性非小細胞肺癌の p53蛋白発現陽性例は腫瘍増殖能が高く , また , P53蛋
白発現陽性軌 P C N A標識率高値群の 予 後は 不 良で あり予後因 子 と な りう る と 考え られ た .
Key w o rds non- S m all c ell lu ng can c er, im m un ohistochemical stainlng, P53 pr otein,
proliferating c elln u clear antigen, PrOgn OStic fa ctor
肺癌は 比較的小径 であ っ て も発見時 に ほ , すで に リ ン パ 節あ
るい は遠隔臓器 へ の 転移 を認め る場合が多い . ま た , た と え手
術所見, 病理 組織学的所見か ら根治切除 され た と考えられ る Ⅰ
期肺癌であ っ て も , 不 良な 予 後を呈 す る場合が少 なくな い . こ
れ ほ , 臨床で 剛 ､ られ る病期分類が必ず しも予後 と相関 しない
場合 がある こ と を 意味 して い る . 病期を 決達す る因子 で ある癌
の 大きさ , リ ン パ 節転移の 有無 , 遠隔 転移 の 有無の み で は説明
で きな い 予後因子が他に あ るもの と推測 され , そ の 一 つ とし て
遺伝子 変異 , 腫瘍増殖能や転移能な どの 細胞生物学的特性が重
要な意義を有L て い るもの と 考え られ る . 著者は ▲ 肺癌 の 分子
生物学 レ ベ ル で の 特性と 臨床経過 と の 相関を解明 で きな い かと
考 え本研究 を行 っ た .
平成 5年5月12日受付 , 平成 5年 7月 1 日受理
A b breviatibn s: Brd U, bro m odeoxyu ridine ; C E A, C arCin oembryo nic a ntigen; D A B, 3, 3
1-diaminobenzidine
tetrahydro chloride; LI∴1abeling inde x; P B S, pho sphate-buffered
'
s alin e; PC N A, prOlifer ating c elln uclea r
a ntige n; 3生率, 3年生存率; 5生率 , 5年生存率;10生率 , 10年生存率
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癌関連遺伝子 は 癌遺伝子 と癌抑制遺伝子 に 大別 さ れ な か で
も p53遺伝子 は癌抑制遺伝子 の 一 つ と し て 近 年注 目 さ れ て い
る . p53 遺伝 子 は も と も と ▲ D N A型腫瘍 ウ イ ル ス で あ る
S V40の T 抗原 (1arge T antige n) と結 合す る リ ン 酸 蛋白質
p53 を コ
ー ドす る遺伝子と し て 分離 され い2
1
, 1989年頃か ら癌抑
制遺伝子と し て 認識 され る よ うに な り
3､ 多くの 研究 が な さ れ て
きた . そ の 結果 , ヒ ト 腫瘍 に お い て も最も高頻度に 異常が認め
られ る遺伝子 で ある こ と が 分か っ て きた
帖 10ゝ
. ま た 肺癌 に お い
ては よ フ ロ ー サ イ ト メ トリ
ー を用 い た 研究で p53遺伝子異常 に
ょる p53蛋白発現例は腫瘍増殖能 が高い と報告 され
Il＼ そ の こ
とが高い 転移能や 予 後不 良化に 関与す る可 能性 があると 予想さ




等で p53蛋白発現例 の 予 後は不 良
であ っ た と の 報告が な され て い るが ト 肺癌に つ い て こ の よ う な
検討が な され た 報告は極め て 少な い . 本研究は , 原発性非小細
胞肺癌の p53蛋白発現陽性率お よ び腫瘍増穂能 の 指標 であ る
増殖細胞核抗原(pr olifer ating c elln u cle ar a ntige n. P C N A)の 標
識率を モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体を用 い て 評価 し, さ らiこ 転移 リ ン パ
節に つ い て も染色を行い , 病理 覿織学的意義, さ らに は 予後国
子とな りうるか を 検討 した .
対象お よび 方法
Ⅰ . 対 象
1978年1月か ら1989年12月 ま で に 金沢 大学医学部第 一 外科学
教室で外科的治療を行 っ た原発性非小細胞肺癌症例 の う ち19 3
例を対象と した . 男性1 47例 , 女性4 6例 で あ り , 平均 年齢は
63.4 歳で あ っ た . 肺癌取扱い 規約 仙 に よ る病期分類の 内訳は ,
Ⅰ期100例, Ⅱ期1 9例 , Ⅶ 期51例 (ⅢA 期43例 , ⅢB 期8例), Ⅳ
期23例で あり , 組織型別 で は腺病9鋸軋, 扁平 上 皮癌95例で あ っ
た .
[ . パ ラ フ ィ ン 包埋ブ ロ ッ クの 選択
切除標本は , 金沢 大学医学部附属病院中央検査部病理部に お
い て パ ラ フ ィ ン 包嘩 され保存 され て い るもの を使 用 した . パ ラ
フ ィ ン 包埋 ブ ロ ッ ク は , 腫瘍が 大きい 症例で は腫瘍辺綾部を選
択した . また , 癌転移陽性 と診断 され た リ ン パ 節 の パ ラ フ ィ ン
包唾ブ ロ ッ ク は , ⅢA 期症例20例 の 縦隔内 リ ン パ 節 を 選択 し
た.
Ⅲ . p5 3蛋 白に 対する免疫組織染色法
パ ラ フ ィ ン 包唾 され た 癌組織 , お よ び 転移陽性 リ ン パ 節 を
3/ノm の 厚さ に 薄切 し , 0.02% ポ リ Lー-リ ジ ン で ス ラ イ ドに 付着
させ , 100%キ シ レ ン で 5 分間 , 3回 の 脱 パ ラ フ ィ ン を 行 っ た
後, 10%, 90% , 70%, 45% の エ チ ル ア ル コ ー ル に て 各5 分間
脱水 し , そ の 後20分間室温 に て 0.3 %過酸化水素水で 内因性 ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ を 阻害 した . 次に , 1 0% ウ サ ギ正 常血 清 (ニ チ
レイ , 東京) を用 い て ブ ロ ッ キ ン グを 行な い , リ ン 酸緩 衝食塩
水 (phosphate -buffer ed s alin e, P B S) に て 洗浄し , 抗 p53蛋白
抗体(D O-7) (No v o c astr aLabo ratorie sLtd. , Xe w c astle, U K)を
蒸留水 で5 0倍 に 希釈 し , 4 ℃ で 一 晩反 応 させ た . 続 い て ,
P B Sに て 5分間, 3 回洗浄後, ビオ チ ン 標 識 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス
IgG + IgA +IgM (H + L)(ニ チ レ イ) を 用い て 室温 に て30分間反
応させ , PB S で 5分間, 3 回洗浄し , ペ ル オ キ シ ダ 岬 ゼ 標識 ス
ト レ プ トア ピジ ン (ニ チ レ イ)で 室温に て30分間反応 さ せ た .
P B Sで 5 釧乳 3 回洗浄後 , 四塩酸 3, 3
1
- ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ン
(3, 3l-diamin obe n zidin etetr ahydr o chloride, D A B)(協和メ デ ッ ク
ス
, 東京) で 室温に て 顕微鏡で発色状態を確認 しな が ら約 3分
問の 反応で 発色 させ , メ チ ル グ リ ー ン 液 (Merck. Dar mstadt.
Ger m a ny) に て 核染色を行 っ た . 最後に , 1 00%キ シ レ ン に よ
り , 5分間, 3回 の 透徹を 行 っ た .
Ⅳ . p53 蛋白発現の検出
免疫染色を行 っ た ス ラ イ ドガ ラ ス を 顕微鏡 に て 全視野を観察
L , P53 蛋白発現の 有無を判定 した . p53蛋白発現陽性と判断
し た核は , ほぼ 均 一 に 褐色に 染色 され , 染色の 漉淡の 違い を 認
め たが , 定性的に 判定 し 観察 した 癌組織 の 核が 一 部分 で も染




パ ラ フ ィ ン 包唾 され た 癌組織 , お よ び 転移陽性 リ ン パ 節 を
3/Jm の 厚さ に 薄切し , 0.02 % ポ リーL-リ ジ ン で ス ラ イ ド に 付 着
さ せ , 1 00% キ シ レ ン で 5分間 , 3 回の 脱パ ラ フ ィ ン を 行 っ た
後, 川0 %, 90 %, 70 %. 45 %の エ チ ル ア ル コ ー ル に て 各5分間脱
水L , そ の 後20分間室温に て 0.3 % 過酸化水素水 で 内因性 ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ を 阻害した . 次 に , 10%ウ サ ギ正 常血 清(ニ チ レ
イ) を 用い て ブ ロ ッ キ ン グ を 行 い , P B Sに て 洗浄 し , 抗
P C N Aマ ウ ス IgG 抗体 (P ClO) (Dako. G lostr up. De n m ark) を
蒸留水で20倍 に 希釈し , 4 ℃で 一 晩反 応さ せ た . P B Sに て 5分
間, 3 回洗浄後, ビ オ チ ン 標識 ウ サ ギ抗 マ ウ ス IgG+IgA + IgM
(H+ L) (ニ チ レ イ) を用い て 室温に て30分間反応さ せ P B Sで 5
分間 , 3 回洗浄 し, ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
(ニ チ レ イ) で 室温に て30分間反応 させ た . P B S で 5分間, 3回
洗浄後, D A Bで 室 温に て , 顕微鏡で 発色状態を確認 しな が ら
約 3分間の 反応で 発色 させ , メ チ ル グリ ー ン 液( Merck)に て 核
染色を行 っ た . 最後に , 100% キ シ レ ン に よ り , 5分間, 3 回の




P C N A免疫組織染色陽性の 核を定性的に 判定 し た . 核は 均 d
あ る い は 小斑点状 に 染色 さ れ た . P C N A標識率 (P C N A
labeling inde x, P C N A-LI) ほ ト 顕微鏡下 に 腫瘍辺 綾部の 任意の
視野を選び , 癌細胞約1000個に 対す る 陽性桟敷の 割合(%) を算
出 L た. ま た , 陽性率 5タる未満の 場合は 染色 不良と判定 L, 検
討か ら除外した .
Ⅵ . フ ロ ー サ イ トメ トリ ー に よ る核 DNA 量の 測定
癌組織を包増 した パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク を 5帥m の 厚さに 8 ～
10枚切 り , キ シ レ ン に て 1 時間, 2 Lロ｣の 脱 パ ラ フ ィ ン を行 っ た
後 , 1 00%, 96タ石, 70% , 50% の エ チ ル ア ル コ ー ル に て 各30分,
脱水を 行 っ た . 次に 蒸留水で 2時間 の 再 水和後, 0.25% ト リ プ
シ ン (Sigm a. St. Louis. し
'
.S.A) を含む ク エ ン 酸緩 衝液 (3m M
ク エ ン 酸三 ナ ト リ ウ ム (和光), 0.1q6 ノ ニ デ ッ ト P-40(Sigm a),
1.5m M ス ペ ル ミ ン 四塩酸塩(Sigm a). 0.5m M ト リ ス ア ミ ノ メ タ
ン (Sigm a), PH 7.60) 3ml に て
疇 晩 , 37
0
C の温度 下に て 保温 L
た . 次に 4恥 m の ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ で 濾過, 遠心 を 行い ,_土清
除去後 , 遊離細胞を作成 した . 次 に , 細胞浮遊液 20恥 =こ対 し
溶液 A(ト リ プシ ン (Difko, Detr oit, U .S .A .)1 5m g. ク エ ン 酸緩
衝液 500ml)l.5ml を加え , 10分間水冷 した後 , 溶液 B(ト リ プ
シ ン イ ン ヒ ビ タ ー (Sigm a) 250m g, リ ボ ヌ ク レ ア M ゼ A
(Sigm a)50mg, ク エ ン 酸緩衝液 500ml) 1.5ml を加 え. 10分間水
冷 L た. さ らに , 溶液 C(ヨ ウ化プ ロ ビジ ウ ム 2 08皿 g, ス ペ ル ミ
ン 四塩酸塩 580mg, ク エ ン 酸緩衝液 500ml)1.5rnlを 加 え , 1 0分
間水冷 し , 核 D N Aの 染色を行 っ た . 核 D N A畳は , フ ロ ー サ
イ ト メ ト リ ー F A C S-C A N(Be cto n-Dickin s o n, Ne w Jer sey,
U.S.A.)を 用 い て , 約20,000個の 細胞を測定 し , D N Aヒ ス ト グ
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ラ ム に 表示 した . そ の 際 , 腫瘍内介在正常細胞(リ ン パ 球)や 腫
瘍周辺正常細胞を内部標準と L , そ の 正常細胞群の 示 した チ ャ
ン ネ ル 数 (cha n nel n u mber) で腫 瘍細胞の 示 した チ ャ ン ネ ル 数
を 除 L た値 を D N A指標 と し た . D N Aヒ ス ト グ ラ ム に て
G｡Gl ピ q ク が単 一 の 場合 (D N A指標 = 1.00) を D N A二 倍体
(D N A diplo dpatt占rn), G｡G一 ピ ー ク が 複数存在する場合 (D N A
指標 ≠1.00) を D N A異数倍体 (D N Aa n e uploidpattern)と判定
した . ま た , 4倍体領域 (D N A指標 = 2.00前後) ほ , 正 常細胞
群の G2M 期 の 細胞を 混入す ると 考え られ る が , 全体の1 2% 以
上 の 細胞を認め る場合 , D N A異数倍体の ピ ー ク が 存 在す る と
判断 した . な お , 測定精度の 指標と して G｡Gl ピ ー ク の 変動係数
が10% 以上 の 症例ほ測定不能と判断 し対象外と した .
Ⅷ . 統計学的処理
えられ た 数値 はす べ て 平均値 ±標準偏差(sta ndard de viati-
o n, S D) で 示 した . 平 均値 の 有意差検定 に ほ 1 2 群 間 で は
M an n･ W hitn ey U 検定を用い , 3群間以上では , Kr u skaトW a11is
検定を用 い た . また , 肺癌原発巣 と リ ン パ 節 転移巣 の P C NA
標識率 の 平均値 の 差 の 検定に は , W ilco x o nの 符号付順位和検
定を用 い た . 離散量 に 対 して ほ , Z2検定を用 い た . 生存率 の 検
討は治癒切除1 S)の 行わ れ た1 67例の み に つ い て 行い , 相対 的非
治癒切除(Ⅰ期 3例), 絶対的非治癒切除(Ⅳ期23例)は検討か ら
除外 した . 生存率 の 算出は KapIa n-M eier法を 用い , そ の 有 意
差検定は 一 般化 Wilc o xo n 法に よ っ た . い ずれも , p 値 が 5%
未満 を有意差あり と した .
成 績
Ⅰ . p53蕉白 に対す る免疫組織染色
1 . 正常肺観織
癌細胞を観察す るに あた り, 周囲の 正 常肺胞組織 , 気管支も
同時に 観察を行 っ た が , す べ て 核染色は され ず p53蛋白発現陰
性で あ っ た ( 図1 , A).
2 . 肺癌組織
扁平上皮癌の p53免疫染色陽性例を示す(図2). 同 一 腫瘍内
で も陽性核と陰性核 が混在 して お り , 陽性核 の な か でも染色 の
濃淡の 逢 い が 見 られ た . また , 陽性核 が腫瘍全体 に 散在す る場
合が多数 で あ っ た が ト 腫瘍 の 辺縁に 局在 して い る 部位もあ っ た
(囲2 , A).
l . P C N A に対する免疫組織染色
193例の 対象 の う ち , 1 7例(臥8 %)は 染色不良と判定 し対象 か
ら除外 し , 176例 に つ い て 検討した . ま た , P C N A標識率4 0%
未満 を P C N A低値群 , P C N A標識率40% 以上 を P C N A高値
群と した .
1 . 正 常肺組織
癌細胞を観察す る に あた り , 周 閃の 正 常肺胞組織 , 気管支も
同時 に 観察を行 っ た が , す べ て P C N A標識率 は 5% 未満 で
あ っ た (図1 , B).
2 . 肺癌覿織
高分化型腺病( 囲3 , A), 未分化型扁平上皮痛( 図3 , B)の
染色例を 示す . P C N A陽性核ほ , 屑平上 皮癌, 腹痛 ともに 腫瘍
内に 一 様 に 散在 し, 親則性は 認め な か っ た . また , 個 々 の 癌細
胞を観察す る と核全体が染色 されるもの や 仁 核内に 顆粒状 に染
色 されるも の が あ り , い ずれも陽性 と判断 した.
Ⅱ . D N A-ヒス トグラ ム によ る核 D N A丑の 分類
D N Aニ 倍体(D N Aldip一口idpattern), お よび D N A異数倍体
(D NA ane uploidpatter n) 例の D N Aヒ ス ト グ ラ ム を 示 す(図
4 )･ 1 93例 の 対象 の う ち17 6例 が 測定 可 能 で あ り , 5 8例を
D N A二 倍体 , 118例 を DNA 異数倍体と判定 した .
Ⅳ ･ p53 蛋白免疫組織染色性 と P C N A標識率 の相関 (図
5)
P53陰性例の P C N A標識率が 29･3 ±20.7 % であ るの に 対し
p53陽性例ほ 47.1 土25.2 % と有意 に P C N A標識率が高か っ た
(p< 0.005).
V . 各臨床背景因子別に み た p53 蛋白発現率 の解析(表1 )
性別 で は , 男性 54･4 %, 女性 37,0 %と有意 に 男性に 陽性例を
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Fig.1. P hoto micr ogr aph sho wing im m u n ohistochernic al
staining of n or m al alv e ola r c eIIs. A, Stain ed by anti
-P53
pr otein m on oclon al a ntibody; B, Stain ed by antトP C N A
m on o clbn al a ntibody. Nor m al alv eolar cells w ere not
Stain ed by a ntトp53 protein m o n ocl n al a ntibody or
a nti-P C N Am o n o,CIo n al antibody(A, B, ×200).
肺癌の p53蛋白発現 と腫瘍増殖儲
多く認め た (p<0 朋)･ 鮭織別で は , 腺痛 仏9 %に 比べ 扁平上 皮
癌でほ 56･8 % と陽性例を多く認め た が 有意差 ほなか っ た ･ ま
た, 分化度で は l 高分化型 46･4%, 申分化型 50･ %, 低分化型
弧0% と分化度 が低くな るに つ れ 陽性率が高く な っ た が 有意差
はなか っ た . ま た , 病期別 で は t I期 41･0 %, Ⅱ期 52･6 %, Ⅲ
A 期 53.5 %, ⅢB 期 87･5 %, Ⅳ期 6臥6 % と, ほぼ 病期が進行
Fig･ 2･
.
P hoto mic r ogr aph sho wing im m u n ohisto che mic al
stain lng Of epider m oidc ar cin o m auslng a ntトp53 protein
m o n o clo n ala ntibody. A , a C a S e Ofc a rcino m ain which p53
pr otein po sitive n u clei w erelo c ated periphe rally･ B, P53
pr otein po sitive nuclei w ere stain ed ho m oge n e o u sly(arr o w)







































する に つ れ 陽性率が高くな っ た . さ らに , T, N, M 因子 別に 検
討する と , T 因子 は T l:43.8 %, T 2:50.5 %, T3: 48.0 %, T 4:
91.0 % と, ほ ぼ T 因子が進行す る に つ れ 陽性率が高くな っ た .
N 因子 は NO:43.2 %, Nl～ 3:63.2% で あ り, リ ン パ 節転移陽性
例 の 方 が 陽性率 が 高 か っ た (p< 0.01). M 田 子 は M O:
47.7% , M l: 69.6 % と M lの 方 が 陽 性 率 が 高 か っ た
B
Fig .3. P hoto mic rograph sno wing im m u n ohistoche mical
staining of w ell differe ntiated abe n o c arcin o m a(A) a nd
po orly differ e n tia ed epider moid c arcin o ma (B) using
a nti-P C N Am o n o clonala ntibody. Variable positiv e staining
patt er ns w er e obse rv ed, diffus e pate r n(B, arr O W) a nd
gr a nular patt er n(B. arr o whead) (A, B , ×20)･



















C hanneJn u mber
Fig･4･ =istogr a m s sho wing tw o ploidy patter n s･ A, Showing o n ediploidc ellpopulatio n(diploidpatter n); B, Sho
wing o n e
an euploidc ellpopulatio n(a n e uploidpatter n); C, Showing m or etha n o n e a n e uploid c ellpopulatio n(an e uploidpa
ttern)･
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(p<0.05). 術前 に RI A法 で 測 定 さ れ た 血 中の 癌胎児性抗原
(c ar cin o ernbryo nic a ntige n, C E A)値別 の 検討(132例)で は , 陽
性率に 有意差を認めず, ま た , 核 D N A量別の 検討(1 76例) で
も陽性率 に 有意差を認め なか っ た .
Ⅵ . 各臨床背景因子別に みた P C N A標識率の解析 (表 2)
性臥 年齢別`(60歳以下, 61歳以上) で は , P C N A標識率に 有
意差 を認め なか っ た . 組織 型別 で は , 扇 平 上 皮痛 が 43.4 ±
26.1 % であり , 腺癌 の 33.0±22.0 % よ り有意に P C N A標識率
が高か っ た(p<0.05). 組織分化度 の 間に は有意差を認め な か っ
た . 病細別 で は l I期 32.7 士20.1 %, Ⅱ期 49.8 ±32, %, ⅢA 期
36･1±23･6% , ⅦB 期 53.9士21･3 %, Ⅳ 期53.6 土29.4 %と , ほぼ
病期が進行す るに つ れ 陽性率 が高く な っ た . N 因子 に つ い て ,
N O が 34･6 土22.7 % に 対 し Nl～ 3 ほ 45.2 士26.8 % と 有意 に
PC NA 標識率が高か っ た (p<0.05). また , M 因子 に つ い て ,
M O が 36･4 士23･5 %に 対 し M lは 53.6±29.4% で あ り, M lの
方 が P C N A標識率 が高 か っ た (p<0･001). 術 前 C E A値別
(121例), 核 D NA 量別 の 検討 (160例)で は , P CP(A 標識率に 有
意差を認め なか っ た .
Ⅶ ･ Ⅰ期 肺癌 に お け る p53蛋白発現率 仁 および P C NA 標識
率の解析(表3)
肺癌 の 中で も っ と も予後良好 な Ⅰ期肺癌92例 に つ い て , P53
蛋包発現陽性率お よ び P C N A標識率の 検討を行 っ た . P C ＼A
標識率 は p53蛋白発現陰性 例 (28･4 士1 6･9 %) よ り 陽性 例
(38･7 士23▲0 %) の 方が 有意に 高か っ た (p<0･05). さ らに , 腺痛
と 扁平上皮癌に 分け検討 した と こ ろ , 腺病 に お い て , P C H A標
識率 は p53蛋白発現陰性例 (26･5 ±14.2 %) に 比 べ 陽性例
(43･9 ±21･3 %) の 方が 有意に 高か っ た (p<0.01). 扁平上 皮癌 で
は , p53蛋 白発 現陰性 例 (30.4±1 9.3%) と陽性例 (36.2士
Tablel･ Correlatio n betw e e n clinic opathoIogic al fa ctors a nd in cide n c e of p53protein in 1 93
n o n- S m a.】1c e11 1u ng ca n c er c a s es








A de n o c a.


















































































































p53protein-pOSitiv e r atio of allc as e s(n = 193)is 50 %. Pr e oper ativ e v alu e s of s er u mC E Aw er e
m e as u red in 132 c a s es･ D N Aploidy patte ns w er eable to be e v alu ated in1 76 ca s es･ *C hi-Sqttar e
test･ NS･ n Ot Signific a nt ;ade n o c a･ ･ ade n o c ar cin o m a; ePider m oidc a･ , ePider moidc ar cin o m a.
肺癌の p53蛋白発現 と腫瘍増殖能
23.7 %) に P C N A標識率の 有意差を認め な か っ た . 核 D N A量
別の 検討 (91例) で は , P C N A標識率 に 有意差を認め な か っ た .
ま た , Ⅰ期症例92例の うち 術前 C E A値 を測定 した の ほ64例 で
あり , こ の64例の 検討で は , C E A値 が 5ng/mlよ り 高い 症例で
PC N A標識率が 38.1 土9.2 % であ り. C E A値が 5ng/ml 以 下
の 症例の P C N A標識率 26■7 ±18.7 % に 比 べ 有意 に 高か っ た
(p<0･05)･
Ⅶ . 原発巣 と転移 リン パ 節に お け る p53蛋白発現の解析(表
4 )
田 A 期症例の う ち染色可能 で あ っ た20例の 原発巣 お よ び 転
移リ ン パ 節の 検討を 行 っ た . 原発巣 ほ 14/20例 (70 %) が p53
陽性例 , 転移巣では 13/20例 (65 %) が陽性 で あ っ た . 原発巣 ,
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転移巣とも陰性例が 6例 (30 %), 両 者と も陽性例が13例(65 %)
であ っ た . ま た , 原発巣が陽性 で 庖移巣が陰性 であ っ た症例を
1例語めた .
Ⅸ . 原発巣 と転移 リ ン パ節に お け る P CNA 標識率の解析(図
6 )
Ⅶ A 期症例の う ち , 2 0例の 原発巣 お よ び 転移 リ ン パ 節 の
P C N A標識率を検討した . 20症 例中11例は , 原発巣と比較 し転
移リ ン パ 節 の 方が P C N A標識率が高か っ た . ま た , ほ ぼ同 様
の 標識率が 2例 , 低【Fが 7例で あ っ た . 原発巣の PC N A標識
率は , 38.4 ±23.8 %に 対し , 転移 リ ン パ 節は 54.0 土25.7 % であ
り , 有意 に 転 移 リ ン パ 節 の P C N A標 識率 が 高 か っ た
(p<0.05).
Table2. Correlatio nbetw e e n clinic opathological fa ctors a nd P C N A-LI in 176n o n-S m allc el1 1u ng
C a n C er C aSe S
Clinic opathologlCal No. of c a se s No. of c a se s(%) P C N A-LI(%)4) p v alu e








A de n o c a.
Epider m oidc a.






















































































宝芸:…≡…喜: ] p<0 冊
喜…:芸≡……: ] p< 0 皿*
∃芸:圭≡≡芸:呂] NS*
……:芸≡…≡:…] NS*
P C N A-LIs w ere able to be e v alu ated in 1 76ca s e s a mong 193c a se s. P C N A-LI of allc a ses
(n = 176)is 38.4 士24.7% . Preoper ativ e valu es of se ru mCEA wer畠 m e as u red in 121c a se s a m o ng
176c as e s. D N Aploidy patte rn w er e able to be ev alu ated in 1 60c as es a m o ng 176 c a s es･ a)
Ea ch n u mber of P C N A-LIrepr e sents m e an士S D.
*M a n n-W hitn ey Ute st.
* ■Kru skal- Wallis te st.
N S, n Ot Signific ant; ade n oca ･, ade n o c ar cin o m a; epider m oidc a･J ePiderrn oidc arcin o m a; P C N A
-LI･
PC N A labelinginde x.
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Table3. Corr elatio n between pr e se n ce of p53pr otein a nd P C N A
-LI in 92stage I n o n- S mal1c ell lu ng c a n c er
Ca S eS
Para m etor No. of c as e s Pre s e n c e of No. of c a s es(%) P C N A L I(%)わ p v alue
tested p53protein
92




D N Aploidy patterr1 91
Diploidpattem 28











莞:芋≡圭…:呂] p< 0 脚




a)Each n u mber of P C N A･LIrepre s e nts m e a n土S D. b) - , p53protein ,n egative. c) + . p53protein -pO Sitiv e.
■Ma n n-W hitn ey U te st. N S, n Ot Signific a nt; ade n oc a., ade n o c ar cin o m a.; epider m oidc a. , epider m oidc a rcino m a;














(∩=8 8) くn=9 0)
P53 p｢otein
Fig. 5･ Co mpariso n of P C N A labe ing inde x betw een p53
PrOtein po sitiv e a nd n egativ e c as e s. T he e xpr e ssio n of
P53 pr otein a nd P C N Aw er edete cted in 176patie nts with
Prim ary n o n- Sr n au Cell lu ng c a n c er u sing m o n oclo n ala ntib-
Odie s. P C N A labeling index (P C N A-LI) w a sdete r min ed
asthe pe r c entage of P C NA positiv e c e1s in about l,000
C a n C er C e11s Valu e s ar e e xpr e ss ed as m e a n土S D. *
p<0.005, by M a n n･ W hitn ey U te st.
X . p53 ま自発規 と生存率の解析
症例全体, 一期 , Ⅱ期, Ⅶ期 (皿A + 皿B期) , さ ら に各 々 を
組織型別 に 分け p53蛋白発現の 有無 に よ り 3年生存率(3生
率), 5年生存率(5生率), 10年生存率(10生率)を算出 した (表
5). 症例全体で ほ , p53蛋白発現陰性例の 3生率68% , 5生率
54%, 10生率38%に 対 し, p53蛋白発現陽性例 の 3生率46‰
Table4. Distributio n of p53pr otein statu sin prim ary
tu mors a nd in m eta static lymph n ode s of stage ⅢA
(n = 20)
Distributio n of p53pr otein statu sin
Prim ary tu m o r M eta static lymph n ode













a) - , p53protein- n egativ e. b) + , p53 pr otein-pO Sitiv e.
5生率35%, 10生率26% であ り , p53蛋白発現陽性例の 方が 有
意 に 予後不良であ っ た (p<0.01)( 図7 , A). さ らに , 症例を腺
病 と扁平上皮癌 に 分ける と , 腺病 で ほ , p53蛋白発現陰性例の
3生率69% , 5生率53% , 10生率39%に 対 し, p53蛋白発現陽
性例の 3生率39% , 5生率32%, 10生率17%と p53蛋白発現陽
性例の 方が 有意に 予 後 不 良で あ っ た (p<0.05)(図7 , B). ま
た , ‖軋 Ⅰ 凱 Ⅲ 期お よ び , そ れ らの 組織型別 で は 一 P53蛋
白発現陰性例と陽性例の 間に 有意差ほ認め な か っ た .
X[, P C N A標識率 と生存率 の解析
症例全体 , Ⅰ期 , Ⅱ期, Ⅲ期(ⅢA + ⅢB 期), さ らに 各 々 を組
織型別 に 分け PC N A標識率の 低値 , 高値群 に お い て 3生率 ,
5生率 , 1 0生率 を 算出 した (表6). 症例全体で は t P C N A低値
群の 3 生率65% , 5 生率57% , 10生率47%に 対 し, P C NA 高値
群の 3生率45% , 5生率29%. 10生率20%で あり P C N A高値
群の 方が有意 に 予後不 良 で あ っ た (p<0.05) (図8 , A). さ ら
に , 腺病と扁平上皮癌 に 分けて の 検討 で ほ , 扁平上皮癌で ほ ,
P C N A低値群の 3生率74% , 5生率65% , 10生率49% に 対し .
P C N A高値群 の 3生率44% , 5生率29% , 1 0生率20%で あ り
P C N A高値群 の 方 が 有意 に 予後不 良で あ っ た (p< 0.005)(図
肺癌 の p53 蛋白発現と腫瘍増殖儲
Table5. Co mpa rision of s ur vi alr ates c alu c ulated bythe Kapla n
pM eier m ethod betw e e np53
protein
-PO Sitiv e a nd n egativ e c a s es
Stage Histolog y No ･ Of c as es pre s e n ce of
% Surviv al in ye ars of p- Valu e
*
e x a min ed p53protein 3 5 10
A de n o c a.
Epider m oidca . 53
A de n o c a.
Epider moidc a. 11
A de n o c a.
Epider m oidc a. 23
A de n o c a,
































































































































































For allc a s竺S a reC ur ativ ely re s e cted lu ng c a n
c ers of stage I･ Ⅱ, Ⅲ ･ a) - ▲ P53
pr otein
,n egatlV e. b) +, P53 pr otein -POSitiv e･
*Ge n e raliz ed W ilcqx o ntest･ N S･ n Ot
slgnific ant; ade n o c a･ 1 ade n o c ar cin o m a; epider moidc a･･ ePide r m oidc arcln O m
a･
Table6. Co mpa risio n of s urviv alr ates c aluc ulated bythe Kapla n-Meier m ethod betw e e nIo w
P C N A-LI(< 40 %)gro up a nd high P C N A-LI(≧40 %)gro up
Stage Histolog y No . of ca ses P C N A
-LI
% Survival in ye ars of
e x amin ed 3 5 10
p-V alu e*
A de n o c a.
Epider m oidca. 52
A de n o c a.
Epider m oidca. 10
A deno c a.
Total
Epider m oidc a. 2 2
A de n o c a.
































































































































































































For a11c as e s ar e c ur ativ ely r ese ctedlu ng c a n c e rs of stage r, Ⅰ, 軋 . a) Llo w P C N A-LI
(< 40%). b) H, high P C N A-LI(≧40 %). *Ge n er aliz ed W ilc o x o ntest･ N S, n Ot Significant･





8, B). Ⅰ期の 検討 で ほ , P C N A低値群の 3生率78%, 5 生率
72%, 1 0生率64% に 対し , P C N A高値群の 3生率69% , 5生率
45%, 10生率38% であ り P C N A高値群の 方が有意に 予 後 不 良
で あ っ た (p< 0.05) (図 8, C). しか し, Ⅰ期 で の 腺癌 , 扁平上
皮痛に つ い て の 検討で は , 有意差は認 めなか っ た . ま た , Ⅰ期
症例の うち D N A二魚体を P C N A低値群と P C N A高値群 ,
よび DNA 異数倍体 を PCN A低値群と P C NA 高値群 に 分けて
検討 し た 場合 , D N A異数暦体 で , P C N A高値 群 の 方 が
P C N A低値群 に 比 べ , 予 後 不 良 の 傾 向 を 認 め た (囲 9)
(p = 0.08). ま た , 旧札 Ⅲ期の P C ＼A標識率に よ る予後の 検討
では , PC N A低値群と PC N A高値群に 有意差は認めず, さ ら
に Ⅱ期, Ⅲ 期を 阻織型別に 分けた場合 に も P C N A低値群 と
P C N A高値群間に 予後の 有意差は認め な か っ た .
考 察
正 常細胞か ら癌細胞 へ 転化する過程 に は , 癌関連遺伝子 の 変
異を伴い , 生 じた 癌細胞 に は 種々 の 遺伝子変異が蓄積 され て い
る . 癌関連遺伝子は , 癌遺伝子と癌抑制遺伝 子iこ分類 され て い
る . 前者 に ほ , ra S遺伝子 群 , myC , e rb B等が あ り, 後者 に は
p53 遺伝子 , 網膜芽細胞腫 (Rb) 遺伝子 , D C C(deletio nin
c olorectalc ar cin o ma s) 遺伝子等がある が , 他に 多 く の 癌関連遺
伝子が現在発見され て い る . なか でも , p53遺伝子 の 異常 ほ現
在知られ て い る 癌関連遺伝 子 の な か で は最も高頻度 に 認 め ら
れ , 食道癌で は36%j), 大腸癌で は46% ㍉ 乳癌で は1 5～ 30%8 汀ゝ
に み られ た と 報告され て い る . p53遺伝子 は , も とも と1979年
Prim arytum o r MetastaticLymph n ode
(n=20) (n=20)
Fig.6. Co mparis o n of P C N A labe ing inde x betw e e n
prim ary tu m or s a nd m ata static lym ph n ode s. P C N A
-LIs
o王 prirn ary tu m o rs a nd m edia.stihal m eta staticlym ph nodes
w er edetermin ed in 20､patie nts of声tage ⅢA. Valu e s
ar e
e xpr e ss ed a s m e a n士S D･ *p< 0･05, by W ilcoxon sign ed-
r a nks test. PC N A-LI, P C N A labelinginde x,
に 初め て D N A型腫瘍 ウイ ル ス で ある SV 40 の T 抗原と結合
する リ ン 酸蛋白質 p53を コ ー ドする遺伝子と して 分離されい2-,
1989年に は 大隊癌に お い て 同定 され た 第1 7染色体短腕 (17p) の
欠失領域に p53遺伝子 が 存在する こ と が報告 され た3､ . す べ て
の 細胞は D N A合成を行 っ て 分裂 し , Gl 期 (分裂後静止期) →
S 期 (合成期) → G2 期 (分裂前静止期) → M 期 (分裂期) →
Gl 期 , ま た は Go 期 の 周 期で 増殖する が , p53 遺伝子 は細胞の
D N Aが放射線や紫外線な ど で 傷害を受けた ときiこ p53蛋白を
誘導 し , 細胞を 一 時的に G)期に 止 め る こ と で D N A複製を停滞
させ , D N A修復酵素が働 い て 傷害を修復す る と され て い る3}.
p53遺伝子 に は j 野生型 ( 正常塾) と変異型が知 られ て い るが ,
P53遺伝子に 突然変異が生 じ ると ∴誘導 され る p53蛋白の 半減
期は20分か ら 6 ～ 7時間と な り , さ ら に p53蛋白は熱 シ ョ ッ ク
蛋白質 (hsp 70) と複合体 を形成す るた め1 6
■17＼ 変異 型 p53蛋白
の 濃度が高くな ると され る . 本 研究 で は , 市 販 さ れ て い る 人
P53蛋白に 対す るモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 (D O イ) を 使用 し免疫観
織染色を行 っ た が , 本抗体は野生型 , 変異型両者に 反 応するた
め , 純粋に p53蛋白の 変異型を測定 した もの で は な い が , 実際
に 腫瘍摘出か ら固定ま で に 数時間を要 し て い る こ と を 考え合わ
せ る と , ほ ぼ 変異 型の p53蛋白を測定出来 たも の と 予想 しう
る . した が っ て , p53蛋白が 発現され て い る癌細胞で は , 正常
細胞 の 増殖抑制が停止 し癌化に い た っ た 状態と い え る . 今回の


















Ye ars aftα ･ r e S e C tbn
Fig.7. Su rviv alc u rv e s of patie nts with n o n-S m a11c ell lu ng
c a n c erdivi ded into p53 pr otein n egativ e a nd po sitiv e
gr o ups. A , tOtal c as e s;B, tOtal c a se s of ade no c ar cin o mal
For allc as e s ar e c ur ativ ely r es e cted lu ng c a n c er s of stage
I. E, Ⅲて - , P53pr otein n egativ e c as e s;
･ ･
･ ･ ･ " ･
1 P53
pr otein positiv e c as e s. *p< 0,01, by ge n er aliz ed Wilc o x o n
te st. * *p< 0.05, by ge n eraliz ed W ilco x o ntest.
肺癌の p53蛋白発現と腫瘍増殖能
閑嵐 臨床背景因子と の 関連お よ び 予後 と の 関連に つ い て華討
を行 っ た .
一 方∴隠瘍増殖能の 評価 は , P CNA に 対する モ ノ ク ロ
ー ナ ル































Yea rs after r es e ction
1 0
5
Ye ars after r e$ eCtion
10
10
Years afterr e s e ction
Fig･8r Sur viv alc u r v es of patie nts with n o n-S m allc e11 lu ng
C an c er divided into lo w P C N A-LI(<40 %) a nd high
P C N A-LIgr o ups (≧40 %). A , tOtal c ase s; B, tOtal c as es
Of epiderm oidc arcin o m a; C, Stage I . For aLI c ases ar e
C ur ativ ely re s ected lu ng c a n c er s of sta_ge l. Ⅲ. Ⅲ .
-
,
lo w P C N A-LIgr o ups; ･ ･ ･ ･-･ ･ ･, high P C N A-LIgro ups. *
p<0･05, by gen er aliz ed W ilco x o ntest. * *p< 0.005, by
ge n er aliz ed W ilc o x o ntest.
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で 腫瘍増殖能の 指標 と した . 近年 , 腫瘍増殖能は治療方針や予
後を予測す る上 で 重要な 因 子と考え られ 始め , 多くの 報告が な
され て い る . 今回測定 した P C N Aも種 々 の 癌紅織 に お い て ,
そ の 腫瘍増殖能の 指標 と して 近年研究が な され て い る. ま た ,
P C N Aの 他 に も腫瘍増殖能を評価す るも の と し て ブ ロ モ デ オ
キ シ ウリ ジ ン (bror n ode oxyu ridin e, Brd U)や Ki-67等が 頻用 さ
れ て お り , BrdU は チ ミ ジ ン の 類 似体 であ り , S 期細胞 の
D N Aへ チ ミ ジ ン の 代わ りに 選択的に 取 り込 まれ, モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗体の 使用 に よ り S 期細胞 の 標識が 可能 と な る
18-柑-
. しか
し , 摘出 した観織に Brd U を取り込 ませ る際の 浸透性 に 問題が
あり , 組織の 生物活性な ど に よ り影響 され る と 考 え られ て い
る . ま た , そ の 測定 に は , 摘出直後 の 新鮮腫瘍嵐織 を要 し, 本
研究の よ うiこ 固定標本 で の 測定に は 適さ な い . E ト67 は, ホ ジ
キ ン 病に お ける Reed-St ernberg 巨細胞 に 反応する抗体を作成
しよ うと する試み の 中で見い だ され た マ ウ ス モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗
体で あり , Gl. S, Gか M= 胡の す べ て の 細胞 の 核 に 反応す る が
G｡期細胞の 核と は反応を欠く20
､
. しか し , Ki牒7 は新鮮凍結切片
を染色対象とする場合に は有利であるが , パ ラ フ ィ ン 包唾 され
た 阻織 の 染色は 不可 能と され て い た
21-
. した が っ て , 著者 は パ
ラ フ ィ ン 包埋 の 状態 でも染色可能と され る P C N A を腫瘍増殖
能の 指標と し て 選び 本研究を行 っ た .
P C N Aは 1 1978年, M iyachi ら22ゝ が蛍光抗体法 よ り, 70例の
全身性 エ リ テ マ ト ー デ ス 患者の うち 3例 に , 増穂性細胞の 核 の
み と特異的に 反応する血 中自己抗核抗体を発見 し, こ の 抗体に
対応す る抗原 が
"
増殖細胞核抗原 (prolifer ating c elln u cle ar
a ntigen , P C N A
"
と 呼ばれ る よ う に な っ た . ま た , 細胞 周期依
存性非 ヒ ス ト ン 核 内蛋白サ イ ク リ ン と 同 一 物 質で ある こ と が 明
らか に され
23
＼ D N A ポリ メ ラ
ー ゼ ∂ の 補助蛋白質で ある こ とも
報告 され て い る
24ゝ25､L
.
P C N A は, 蛍光抗体法で観察 す る と 細胞
間期の Gl 期か ら S 期に 入 る 時期 に 出現し , S 期の 進 行こ 従い
核内局在が変化する . つ ま り , S 期初期に は 核は顆粒状に 染色
され S 期の 進行に 従い 強く 染色され S 期末期に は 核全体に
小斑点と して染色さ れ , Gz 期か ら M 期に は , 軽弱く染色され
る26
･
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Yea rs afte r res e ctio n
Fig. 9. Su rvivalc urves ofpatients
･ With non -Sm allce11 1u ng
c a n c erdivi ded int oD N ApIoidy pater n s a nd P C N A
-Ll
gro ups . Fo r a11c as e s are c ur ativ eIy re s ec ted lu ng c a n c ers
of stage I . - , C a Se Swith diploidpatt ern a nd lo w
P C N A-LI(< 40 %). - ･ ･ ･ -, C a Se Swith diploidpattern and
high P C N A-LI(≧40 %). - , C a Se S With an e up王oid
patter n a nd low PC N A-LI.
･ … ･ " ･
, C a S eS With a n e uploid
patter e n a nd high P C N A
･LI. *p = 0.08, by ge n er aliz ed
W ilc o x o ntest.
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れ るが , S 期 の み の 特異性ほ少な い , 本研究 で ほ l 弱 く標識 さ
れ た核も陽性核と判断 したた め , G｡期以外 , つ ま り G., S. G2,
M 期 の 細胞周期に ある核数を算出 した もの と 考 え ら れ る . ま
た , 実際の 免疫組織染色を行う に あた り , 腫瘍割面が 1 枚の プ
レ パ ラ ー ト に お さ ま る症例もあ っ た が , 数枚 に 及 ぷ 症例もあ
り , 可 能な 限 り腫瘍 の 最大割面の 辺綾部が観察 で きる パ ラ フ ィ
ン 包哩 ブ ロ ッ ク を選択 した . 顕微鏡に よ る視野選択に あた っ て
は t 可 能な 限 り腫瘍 の 辺縁か つ 癌細胞が視野の 50% 以上 を 占め
る と こ ろを 選択 した .
と こ ろ で - 野 生 塾 p53蛋白発現 は ぃ 踵瘍 増 殖 の 抑制 ,
PC N A蛋白塵生抑制 の 方向に 作用す る と され27
-
, 逆 に 変 異型
p53蛋白発現例 で ほ S 期の 核 が多く腫瘍増殖能 が高い と報告 さ
れ て い る11). っ ま り , p53遺伝子 に 変異が生 じる と 増殖抑制状
態か ら腫瘍増殖 へ の 方向転換作用 が起 こ る と考 え られ る . 本研
究 で も p53蛋白発現例 で P C T A標識率が有意 に 高くな っ て お
り , p53蛋白発現例で は腫瘍増殖能が高く な っ て い る状態で あ
る こ と が示 唆 され た . 次 に , p53蛋白発現率お よ び P C N A標識
率を それぞれ臨床病理学的に 細分 し解析を お こ な っ た が , 組織
型で ほ腺痛よ り扁平上 皮癌の 方が PC N A標識率が高 く t 増殖
能が 高い と い え る . ま た 一 病 期別 の 検討 で は , p53蛋 白発現
率, P CH A標識率 とも病期進行 に と もな い , ほ ぼ 高くな っ た
が , こ れ を T 因子 , N 因子 , M 国子別に 分け て検討す ると ,
T 因子で は そ の 進行 と ともに p53蛋白発現率は高くな っ た . ま
た , リ ン パ 節転移陽性例, 肺内転移を含め た 遠隔転移陽性例で
は有意差をも っ て p53蛋白発現率お よ び P CN A標識率 が高
か っ た . こ れ らの 結果か ら , 臨床的に は転移を認 めない 症例で
も癌範織 に p53蛋白発現を認め る 場合 , ある い は PC＼A 標識
率が高い 場合は ▲ リ ン パ 節転移, 遠隔転移が潜在 して い る確率
が高く , 予後不 良と な る 可能性 がある .
転移 リ ン パ 節 に つ い て , P53 蛋白発現お よ び P C N A標識率
を原発巣と比較する と , p53蛋白発現は , 20例中19例 で原発巣
と転移 リ ン パ 節 巣で 同様な発現が認め られ た . し たが っ て , 癌
組織内でも p53 蛋白発現の 見 られる細胞 が転移 しや す い と 予
想され る. ま た . PC N A標識率 に つ い て は原発巣 よ り転移巣の
方が 有意に 高く , リ ン パ 節転移陽性例で は P C N A標識率 が高
い こ と と考え合 わせ る と ∴ 増殖能 の 高 い 痛組織 は転移 しや す
く , 転移する癌細胞 ほ増殖能の 高い 部分である こ と , ある い ほ
転移後 に細胞増殖が盛ん に な る こ とが 示 唆され る .
I 期肺癌 に 限 っ て P C N A標識率を検討 した と こ ろ 仁 腫
マ ー カ ー で ある C E Aの 値が 高い 症例(C E A > 5ng/ml) で ほ ,
C EA 正常値例 に 比 べ 有意 に 標識率が高 か っ た . C E A は,
Goldと Fr e edm a n2 8)に よ っ て 消化器病の 抽出液か ら発見 され た
糖蛋白であ り, 消化器痛に 限らず肺癌に お い ても術前の 補助診
断一 治療効果の 判定や 再 発の 予知な ど臨床 に 利用 され て い る
が , 肺癌に お い て は術前 C E A値が 高い 症例 で は 予 後不 良で あ
り
2 刷
, か つ Ⅰ , Ⅱ期 の 腺病, 扁平上 皮癌では 再発例が多い と報
告 され て い る30) . こ の こ と は , 今 回 の 成横と 良く 一 致 して い る .
近 年, 各種騰落 の 痛で p53蛋白発現の 検索 が な され て い る
が , 胃癌12), 乳癌13} 等に おい て は p53蛋白発現例の 予後は 不 良
と の 報告が な され て い る . 今回 の 研究でも , p53蛋白発現陽性
例ほ陰性例 に比 べ 予後不良である こ と を明 らか に した . これ を
組織型別に検討す る と腺病で p53蛋白発現陽性例 の 方 が 有意
に予後 不良 であ っ た . 腺癌は , 組織亜乳 腫瘍径 などに 関係 な
く , 腫瘍増殖速度 , 遠隔転移ほ様々 で ありその 臨床病態 は複雑
と され て い る が
, 本研究 で p53蛋白発現例の 予後 が不 良で あっ
た こ と は l 腺病 の 悪性度 を示 す 一 つ の 重要な 国子 と なりうると
考え られ る ･ ま た , P C N A標識率低値群と高値群 に 分け た場合
の 生存率 の 検討 で は , P C N A標識率高値群 が低値群 に 比べ 予後
不 良で あり , 組織型別 に は扁平上皮癌で P C N A標識率高値群
が 予 後 不 良 で あ っ た ･ ま た , 病 期 別 の 検 討 で は , Ⅰ 期 で
P C N A標識率高値群は低値群 に 比 べ 有意に 予 後不 良で あ っ た .
した が っ て , P C N A標識率が高値 で あ る症例ほ 予後 不良であ
り, 特 に 予 後良好 と され るⅠ 期症例で予後 の 差が 生 じた の ほ臨
床経過 を予測す る うえ で 意義がある と考 え られ た .
教室 の 附1
-
は , フ ロ ー サ イ ト メ トリ ー を用 い て非小細胞肺癌
の 核 D N A量の 研究 を行 い , Ⅰ期 症例 で は D N A二倍 体と 比較
し, D N A異数倍体の 方が , 予後 不 良 で あ っ た と 報告 し てい
る ･ しか し , D N A異数倍体の 中で も予後良好 なもの と , 予 後不
良で あるもの が み られ て お り , 本研究 で ほ , こ れ に P C N A標識
率 を組み合わ せ る こ と に よ り , よ り 明確な 予後因子 と な りうる
か を検討 した ･ DN A 二倍体の うち P C ＼A標識率低値群と高値
群 に 予 後の 差ほ 見 られ な か っ た . しか し, D N A異数僧体で は ,
有意差に は 至 らな い が (p = 0･0 8), P C ＼A標識率高値群 が低値群
に 比 べ て 予後不 良の 債向を認 めた . した が っ て , 予後不 良と さ
れ る D N A異数倍体圧瘍の 中で , 腫瘍増殖能 の 高い 癌観織 はと
くに 予後 不 良と 考え られ る .
な お , 本研究 で は ト 過去 に 切除 され 予後が 明 らか に され て い
る症例の 肺癌組織 が パ ラ フ ィ ン 包哩 の 状態 で保存 され , p53蛋
白発現お よ び腫瘍増殖能が , 現時点で も測定 可能 である こと を
明 らか に し, か つ 長期予後と の 相関を現時点 で解析できた点が
特記され る べ き で ある . 肺癌患者の 予後 ほ , さ ま ざまな 生物学
臥 病理学的 な ら びに 臨床的背景因 子 に よ っ て 左右 され るもの
で あ り, 単 一 の パ ラ メ ー タ ー を も っ て 論 じる の ほ 困難 で ある
が , 本研究 で 検索 した p53蛋白発現例, P C N A標識率高値例で
ある こ と が予 後不 良因 子 の 一 つ と な り う る と 考 え られ た , 今
後. これ らの 結果 をふ まえ 新た な る細胞生物学的指標が癌患者
の 予後推定や治療方針を左右する重要な因子とな っ て ゆ くもの
と 期待され る .
結 論
原発性非小細胞肺癌1 93例, 転移 リ ン パ 節20例 を 対象に モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗体を 用 い て p53蛋白発現率と P C N A標識率を測
定 し , 以 下 の 結論を 得た .
1 . p53蛋白発現陽性例ほ , 193例中97例 (50 %) に 認め た .
2 . p53蛋 白発現陽性例 で は , PC N A標識率 が 47,1土
25･2% と陰性例 の 29.3土20.7 % に 比べ 有意 に 高か っ た .
3 . p53蛋白発現陽性率 は , 男性 , リ ン パ 節転移陽性例, 遠
隔転移陽性例に 有意 に 高 く , ほ ぼ病期 , T 因 子 の 進行と ともに
高く な っ た ,
4 . P C N A標識率 は t 扁平上皮痛 , リ ン パ 節転移陽性例, 遠
隔転移陽性例に 有意 に 高 く , ほ ぼ 病期の 進行 と とも に 高くな っ
た .
5 . Ⅰ期92例 の 検討で は , p53蛋白発現陽性例に P C N A標識
率が有意 に高く l さ ら に 組 織型別 に 分け る と , 腺 病 に お い て
p53蛋白発現陽性例に P C N A標識率が有意に高か っ た . また,
術前に 測定 した C E A債が 高い 症例 で は , P CNA 標識率が有意
に高か っ た .
6
.
リ ン パ 節転移巣2 0例の 検討 で は , p53蛋白発現は1 例を
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除き, 原発巣 と同 じ で あり , P C H A標識率は , 原発巣に 比 べ 転
移巣の 方が 有意に 高か っ た ･
7 . 生存率の 検討で は , P53蛋白発現陽性例が有意 に 予 後不
良で あ り∴組織型別 で は , 腺病 に お い て p53蛋白発現陽性例が
有意に 予後不 良で あ っ た ･ また , P C H A標識率40% 未満を低値
群, 40% 以上 を高値群と した 場合 , 高値群で 有意 に 予後不良で
あっ た . 艇織型別 で は , 扁平上 皮癌に お い て 高値群が有意 に 予
後不良であ っ た . 病期別に み る と , Ⅰ期で は 高値群が有意に 予
後不良であ り, 核 D N A量を 組み 合わ せ た場合 , D N A異数倍体
に おい て 高値群が予後不良の 傾向を認め た .
以 上 , 原発性非小細胞肺癌 に お い て p53蛋白発現例 で ほ t 腫
瘍増殖能が高く , P53蛋白発現陽性 お よ び P C N A標識率高値
群は予後不良因子と な りう る こ と が 示唆 され た .
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-Sm allc ell lung Can Cer,im m un Ohistochemicalstalnlng, P53protein, pr Oliferatlng Celln u clear an hgen,
prognosticfhctor
Abstr act
T he e叩reSSio n ofp53protein w asinv estigatedin 193pade ntswithprim ary n On-Smallc elllung C an Cer uSlng a m On O-
Clonalandbody againstp53protein(D O-7)･ Pr oliferatingcellnucle ar an tigen(PCN A), W hich is anindic ator oft um Orpr Olif-
er ative acdvity, W aSals odetected usinga m o n oclonal antibody againstPCN A(PClO). nleirc o rr elatio nwithclinicalfactors
W aSinvestigated･ p53protein waspositiv ein97 0fthe 193pade nts(50 %). Specim ens負
･
O m1 76patients w ere stained by
P C lO;the P C N A latx,linginde x(PCN A- LI)fbr the entire study gro upw as38･4 士2 4･7%(me aniSD)･ In p53proteinpositive
patie nts･ the PCN A-L Iw as4 7･1 ±25･2%;in p53 negativepatients,itw as29･3±20.7 %. T he di ff tre ncein PCN A- LIbetw een
thetw ogroups w as signiRc ant(P<0･005). p53protein w asposidv ein54.4% ofthe males, 63.2% of N l-3c ases, and 69.6 %
Of MIc ases･ The rate ofposidvep53pr oteinin thesegro ups w as signific antlyhigherthan thatinftm ales(37.0 %), Patients
With N Ot um OrS(43･2 %), andpatients with M Otum OrS(4 7･7%)(p<0･05, P<0.01, P<0.05, reSpeCtiv ely). T he rate ofpositive
P53protein in Stage I disease w as4 1･0%,52･6 % in Stage Ⅱ, 53･5 % in Stage ⅢA,87･5 %inStage ⅢB, and 69.6 %inStage
Ⅳ disease･ The rate ofpositivitybec a m ehigherasthe stage ofthedise aseprogr essed･ p53pr otein w aspositivein43･8% in
Patients wi thT l,50･5 % in thosewith T 2,48･0 % in thosewithT3, and91･0 %in thosewidlT4･ As the t umOrStX C am elarger,
the r ate ofp sitivityals obec am ehigher･ PCN A-L Iw as43.4 ±26.1% in epider m oidcarcino m a, Which w as signi 丘c andyhigh-
er thandlatin ade n ∝ ar Cin o m a(p<0･05)･ PCN A- LIw as32.7 ±20.1 % in Stage I disease, 49.8±32.2 % inStage Ⅱ dise ase,
36･1 ±23･6 % in Stage ⅢA dis eas e, 53･9士2 1･3 % in Stage ⅢB disease, and 53･6±29･4 % in Stage Ⅳ dis ease. PCN A- LI
bec am ehigher asthe c an CerprOgreSSed･ PCN A-L Iin patients having Nl-3tum OrS W aS Signi丘c andy higher(45.2 ±26.8 %)
也an that inpadentswithNO 餌皿10 rS(34･6t2 2･7 %(p<0･05)･ PCN A- Ll inpade nts wi th M lt um OrS W aS53.6j=29.4 %, Which
W aS SigniBc an tlyhigherthan血atin patients withMOtu m ors(36･4 ±2 3.5%)(P<0.001). Ev alu ation of 9 2patie nts wi th Stage
I disease･ Who w ere c onsideredtohavethe m ostfavor ablepr ogn osi ,r e V ealed that PC N A- L Iw as38.7 士23.0% inp53pro
-
tein positivepatie nts･ T his was sigli丘c antly higherthan the PCN A- LI inpatients withn egativep53protein(28･4 ±16･9 %)
(pd)･05)･ Evenin Stage I ade n ∝ arCino ma,lr NArLIw as siglific andyhigherinp53proteinpositivepatients(43.9±2 1.3 %)than
inp53pr otein n egativepadents(26･5士1 4･2%)(p<0･01)･ Among patients withStage I disease, thosewithelev atedpreoper-
ative values ofser umCE A(>5nghnl)had a signi丘c an tly higherPCNA-L I(38.1 ±9.2%)tha npatientshaving n or malserum
CEA v alues(<5nghnl) 貯CN A-L I:26･7 ±18･7%)(p<0･05)･ When p5 3protein w aspresentin theprim ary C an C er,it wa salso
PreSentat the site of m eta$taSisin 190ut Of 20patients with 1ymPh n od6m etastasis. PCN A-L Iwas54.0±25.7 % in dle
m etastaticfbciwhich w as signi丘candyhigherh an that in theprim ary Can Cer(38.4±23.8 %)(p<0.05). The s ur Vivalrate was
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signi鮎 an tly higherinp53protein n egativepatie ntsdlanin p53protein posidvepatients(p<0･01)･ T heprogn osi wa s m or e
unfav orableforp53protein positivepatients with ade n∝ arCinomathanfor padents withthe sa me can Cer, but negativefor
p53 protein(p<0･05)･ Pa tients withlow PCN A
- LI(<40%)had signi丘c an tly higher su rviv al ratesthanthose with high
PCN A- LI(≧40%)(p<0.05). n is te ndency w asparticularly m arked in epiderm oidcarcin o m a(p<0.005), a ndw as also seen
inStageIdisease ofall histologicaltypeS(p<0･05)･ In additio n, the D N Ac onte n tw as e v aluated, andpatients w ereclassi丘ed
intodiploid and an euPloidc ases･ It w a sfo und thatpatients with an e uploid D N Aand high PCN A
- LI hadapo orerp ogn osis
tha nthosewithlo wPCN A-LI(p=0.08). m e s efindings showed thatp53protein positiveprim ary n o n-S mallcel1 1ungC an-
c ers arehighlyproliftradve. Mo r e over, patientswho werep5 3positive and thosewith highPCNA-LIhad apoorpr ogno sis･
Itisc o ncluded thatthese tw oindic atorsare usefulasprognostic factorsforprlm aryn On-S mallcell lungCanCerS.
